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RESUMEN 
La cepa Pfr612 del hongo entomopatógeno Paeciiomyces fumosoroseus fue 
expuesta a la luz ultravioleta (UV) con el fin de obtener cepas imitantes con mayor 
actividad quitinolítica. La actividad quitinolítica de ias esporas irradiadas fue 
detectada en medio de agar-quitina coloidal (AQ), seleccionando aquellas 
colonias que desarrollaron un mayor halo de hidrólisis. De 6000 colonias 
mutantes obtenidas, 200 fueron preseleccionadas y cultivadas en AQ, 
seleccionando una cepa mutante, denominada M84, que mostró el mayor halo de 
hidrólisis. Esta cepa mutante fue estable después de cinco cultivos sucesivos en 
AQ y caldo YPD (extracto de levadura, peptona y glucosa). Para evaluar la 
producción de biomasa y el consumo de glucosa, ambas cepas, paterna Pfr612 y 
mutante M84, se cultivaron en caldo YPD durante siete días, a 26 °C y tomando 
muestras cada 24 h. Los resultados obtenidos mostraron un comportamiento muy 
similar en ambas cepas para dichos parámetros. Sin embargo, 48 h después de 
que el micelio fue transferido de caldo YPD a un medio mínimo suplementado con 
quitina coloidal (MMQ) como única fuente de carbono y como inductor de la 
actividad quitinolítica, la cepa mutante M84 mostró una producción tres veces 
mayor de /V-acetil-D-glucosamina (NAG) con respecto a la producida por la cepa 
paterna Pfr612. Los bioensayos contra ninfas de mosquita blanca (Bemrsia tabaci) 
y larvas del falso medidor de la col (Tríchoplusia ni), se realizaron aplicando una 
suspensión de 1 x 10á esporas/mí, la mortalidad causada por la cepa mutante M84 
resultó ser 2.0 y 1.2 veces mayor que la cusada por la cepa paterna Pfr612. 
ABSTRACT 
The entomopathogenic fungus Paecilomyces fumosoroseus strain Pfr612 
was mutagenized by UV irradiation in order to obtain chitinase overproducing 
mutants. Mutants were screened on colloidal chitin agar (AQ)and selected for their 
ability to produce large clearing zones around the colonies. From 6,000 colonies, 
one mutant strain (M84), produced a larger chitin hydroiysis-halo. This mutant 
remained stable after 5 successive transfers to AQ and yeast extract-peptone-
dextrose (YPD) broth. Both the parental and mutant strain were grown on YPD for 7 
days at 26 °C. Glucose consumption and biomass production were measured every 
24 h. Results showed no differences in growth patterns between mutant and 
parental strains. But when the strains were transferred to minimal medium 
supplemented with chitin as sole carbon source, the M84 strain showed 3-fold 
increase in A/-acetylglucosamine production in comparison to the parental strain 
after a 120 h incubation period. Bioassays were carried out using 1 x 108 spores 
ml*1 against silverleaf whitefly (Bemisia tabaci) nymph, and cabbage looper 
(Trichoplusia ni) larvae and the mutant M84 displayed higher virulence than parental 
strain in 2.0 and 1.2 fold, respectively. 
INTRODUCCIÓN 
La mosquita blanca (Bemisia tabaci) es considerada una de las plagas de 
mayor importancia económica a nivel mundial, ya que ataca a cultivos como soya, 
tomate, algodón, cucurbitáceas y más de 500 especies de plantas ornamentales y 
malezas de climas cálidos (Osborne et al., 1990). El control de esta plaga 
mediante la aplicación de pesticidas químicos ha sido cada vez mas difícil, debido 
al desarrollo de resistencia, además de que pueden ser necesarias más de dos 
aplicaciones con la consiguiente contaminación ambiental. Una alternativa a esta 
problemática la representa el control biológico, dentro del cual se ha utilizado con 
éxito a los hongos entomopatógenos. 
En los últimos años, el hongo entomopatógeno Paecilomyces 
fumosoroseus, se ha utilizado de forma eficiente como agente de control biológico 
(Bunnell, 1995) de la mosquita blanca (S. tabaci), ya que es un patógeno natural y 
muy agresivo contra esta (Lacey et al., 1993). Sin embargo, la patogenicidad de los 
hongos es restringida por varios factores físicos y biológicos. Estos últimos 
comprenden desde la capacidad de adhesión de la espora a la cutícula, rápidez de 
germinación y crecimiento de la hifa, además de la capacidad para irrumpir y 
penetrar la cutícula del insecto mediante la acción conjunta de presión mecánica y 
degradación de los componentes de la cutícula, mediante la acción de enzimas 
secretadas por el hongo (Hayek and St. Leger. 1994). 
Varias enzimas, principalmente proteasas y quitinasas, que degradan la 
proteína y quitina de la cutícula del insecto, han sido identificadas y caracterizadas 
en hongos entomopatógenos como Beauvería bassiana y Metarhizium anisopliae 
(El-Sayed et al., 1989). Muchas investigaciones se han realizado con el fin de 
entender la función de estas enzimas durante eventos de patogenicidad, y aunque 
la mayoría de los estudios se han enfocado hacia la actividad de las proteasas, 
existen evidencias de que las quitinasas también influyen en la patogenicidad 
fúngica (Brey et al., 1986; El-Sayed et al., 1989). 
En la cutícula, la quitina constituye alrededor del 30 % (Bidochka y 
Khachatourians. 1992a), y se encuentra formando una barrera estructural que debe 
ser degradada por quitinasas extraedulares para que las hifas alcancen y se 
dispersen en la homocele (St. Leger et al., 1986b; Hayek and St. Leger. 1994). Por 
lo tanto, las quitinasas tienen un papel importante en la degradación de la cutícula 
y penetración del insecto (St. Leger ef al., 1996a; Vanagita. 1980), y su actividad se 
ha relacionado con la virulencia del hongo (El-Sayed et al., 1989; Gupta et a!., 
1994). 
Debido a la necesidad de contar con alternativas eficientes en el control 
biológico de la mosquita blanca, en el presente trabajo de investigación utilizamos 
al hongo entomopatógeno P. fumosoroseus, que es su enemigo natural, para 
mejorar su patogenicidad incrementando la capacidad para hidrolizar quitina y 
facilitar Ja penetración de las hifas, lo cual causaría una muerte más rápida del 
insecto. 
HIPOTESIS 
Mediante la obtención de una cepa mutante del hongo entomopatógeno 
Paeciiomyces fumosoroseus con mayor capacidad para hidrólizar quitina, será 
posible incrementar la virulencia contra la mosquita blanca (Bemisia tabací). 
OBJETIVOS 
GENERAL 
Obtener de una cepa mutante del hongo Paeciiomyces fumosoroseus con 
mayor actividad quitinolítica y evaluar su efecto sobre la mosquita blanca (Bemisia 
tabací). 
PARTICULARES 
1.- Establecer un sistema de mutagénesis en el hongo Paeciiomyces 
fumosoroseus, para obtener cepas con mayor actividad quitinolítica. 
2.- Estudiar el comportamiento de la cepa mutante bajo condiciones de 
inducción y represión de la actividad quitinolítica. 
3.- Comparar la relación entre los niveles de actividad quitinolítica y la virulencia 
de la cepa mutante y paterna. 
4.- Evaluar la virulencia de la cepa paterna y mutante, con mayor actividad 
quitinolítica, contra la mosquita blanca (Bemisia tabací), así como contra 
otros posibles insectos blanco, como Trichopiusia ni. 
A N T E C E D E N T E S 
La mosquita blanca {B. tabaci) 
La mosquita blanca se distribuye mundialmente en las regiones cálidas. La 
mosca adulta deposita sus hueveemos de forma ovoide-alargados. en el envés de 
las hojas, de los cuales emergen ninfas, que en su primer estadio caminan en la 
hoja en busca de un sitio adecuado para alimentarse. Los otros tres estadios 
permanecen fijos en un mismo lugar (Osborne y Landa. 1992) y finalmente emerge 
una mosca adulta. El ciclo de vida completo tiene una duración de 21 a 25 días, 
dependiendo de la temperatura (Gilí. 1992). 
Daños de la mosquita blanca 
La mosquita blanca tiene un amplio rango de cultivos hospederos, como: 
Chile, tomate, algodón, girasol, tomate de cáscara, frijol, soya, calabaza, melón, 
sandía, camote, pepino, col, papaya, cítricos, guayaba y aguacate, plantas 
silvestres como: higuerilla, chaparro amargoso, malva, quelite, tabaco silvestre, 
tomate y tomatillo silvestre, toloache, granjeno, chayotillo, mejorana y mariquita, 
además de plantas de ornato como: albahaca, tulipán, crisantemo, hierbabuena, 
belén, ruda, lantana, rosal y bugambilia (Maya-Hernández y Garza-Urbina. 1998). 
En general, la mosquita blanca causa reducción el vigor y producción de las 
plantas, p.e. en frijol, las pérdidas pueden alcanzar el 100 % de la producción 
(Ruíz. 1993). El daño es provocado por alimetación directa y por la producción de 
una mielecilla que sirve de substrato para el crecimiento de mohos y hongos, los 
cuales reducen la capacidad de fotosíntesis y causa quemaduras de sol (Byrne et 
ai., 1990). Además, esta plaga es vector de más de 30 enfermedades virales 
(Yáñez. 1990), tales como virus de mosaico dorado del frijol (BGMV), virus del 
mosaico de la mandioca africana (ACMV), virus de amarillamiento de la lechuga 
(LIYV)(Byrneeí ai., 1990), gemínivirus del amarillamiento foliar de tomate (TYLCV) 
(Navot et al., 1992), virus del amarillamiento foliar de la calabaza (Gilí. 1992), 
geminivirus del enchinamiento foliar de la calabaza (SLCV) (Polston et al., 1990). 
Las pérdidas por infecciones virales transmitidas por la mosquita blanca han 
llegado al 100 % en cultivos de chile, tomate y melón, en Tamaulipas, San Luis 
Potosí y Oaxaca (Avila-Valdez. 1998; Maya-Hernández y Garza-Urbina. 1998; Ruiz et 
af., 1998). 
Paecilomyces fumosoroseus 
P. fumosoroseus cuenta con una distribución mundial (Starnes et al., 1993), 
por lo que ha sido aislado de una amplia variedad de insectos huésped, 
pertenecientes a los ordenes Homóptera, Coleóptera, Hemíptera, Lepidóptera, 
Díptera, Hymenóptera, Isóptera, Araneida (Humber. 1992; Onions. 1979). 
Además de la mosquita blanca (S. tabaci), algunos de los insectos 
infectados por P. fumosoroseus son: Blepharipa zebina, Carposina niponensis 
(Shimizu et al., 1991), Mamestra brassicae y Spodoptera littoralis (Tañada y Kaya. 
1993), Diaprepes abbreviatus, Artipus floridanus, Pantomorus cervinus, Solenopsis 
invicta (Osborne et al., 1990), Trialeurodes vaporariotum (Ortíz-Catón y Alatorre-
Rosas. 1998). Otros huéspedes de donde se ha aislado son: Pyrrhalta luteola, 
Lagría vilosa, Popillia japónica, Calliphora sp., Musca domestica, M. autumnalis, 
adelphocoris, Myzus persicae, Nilapárvata fugens, Phenacoccus solani, 
Monophadnus elongatulus, Hyphantría cunea, Bombix morí, Plutella xylosteila, 
Diaphan/a hyafinata (Humber. 1992). Por el amplio rango de insectos huésped de 
P. fumosoroseus, surgen oportunidades para el control una gran variedad de 
plagas (Osborne et af., 1990). 
Patógenicidad de P. fumasoroseus 
Por lo general los hongos entomopatógenos tienden a ser altamente 
virulentos contra insectos de la misma especie o alguna otra cercana de (a cual fue 
aislado (Feng ef a/., 1994). Muchas cepas de P. fumosoroseus aisladas de 
mosquita blanca han resultado altamente virulentas contra este mismo insecto 
(Lacey et al., 1993), aunque se han reportado aislados de gorgojos de la harina 
que han sido patógenos contra mosquita blanca, ácaros de araña, trips y áfidos 
(Martens. 1993). 
A nivel de laboratorio, existe riesgo que características como crecimiento, 
esporulación y virulencia de una cepa o aislado disminuya o se pierda debido a la 
repetición de cultivos a que se somete para su conservación y/o manejo. Sin 
embargo, ésta se puede recuperar reaislando la cepa después de atacar, matar y 
reemerger del insecto blanco (Hayden et al., 1992; Feng et al,, 1994) ó mediante la 
obtención de cultivos monoespora, con lo cual una cepa puede mantenerse 
estable hasta por 80 subcultivos (Samsinakova y Kalaíova, 1983; Hall. 1980). 
En el campo, la eficiencia del control biológico con P. fumosoroseus 
depende de la dispersión, concentración del inoculo, virulencia y viabilidad de las 
esporas (McCoy. 1974). La dispersión puede ser ayudada por viento, lluvia y 
movimientos de los mismos insectos. La determinación de la concentración o 
tamaño mínimo del inoculo es importante para causar infección en el campo. Por 
lo general, existen diferencias en cuanto a la virulencia y fisiología entre cepas de 
una misma especie de hongo (Veen. 1967; Gupta et a!., 1994) y P. fumosoroseus 
no es la excepción. Estas diferencias pueden explicarse por la variabilidad 
genética que ocurre en forma natural (Castrillo etal., 1999; St. Leger etal., 1992), y 
a la heterocariosis fúngica (Roberts y Yendol. 1971). La viabilidad de las esporas 
(Inglis. etal., 1999; McCoy. 1974) y el crecimiento vegetativo (Vidal ef al., 1997) son 
afectados por la temperatura, humedad relativa (Ruiz et al., 1995), radiación solar 
(Daoust y Pereira. 1986), en especial los rayos UVB (280-320 nm) y UVA (230-400 
nm) (Fargues et al., 1997), y la presencia de metabolitos secundarios, como el 
catecol y ácido salicilico, en la superficie de las hojas o de la cutícula del insecto 
(Vega et al., 1997). Además, la permanencia del hongo depende de la 
reemergencia del huésped y producción de conidias o fragmentos de micelio que 
pueden infectar otros insectos. 
P. fumosoroseus infecta adultos y ninfas de los cuatro estadios de la 
mosquita blanca (Bunnell. 1995). Una vez que la espora se adhiere a la cutícula del 
insecto, y bajo condiciones óptimas de temperatura y humedad, germina a las 12 
h, penetra la epicuticula en 12 a 18 h y alcanza la homocele en 24 h (Gunnarsson. 
1988), ei micelio emerge a las 24 h y logra esporular a las 72 h después del inicio 
de la infección (Osborne et al., 1990). Los síntomas de infección pueden ser: 
cambio en la coloración del insecto, presencia de hifas en la homocele del insecto, 
crecimiento micelial entre el protórax y la cabeza y/o cubriendo tota/ o parcialmente 
el cuerpo del insecto (Osborne y Landa. 1992). 
Por otro lado, muchas cepas de P. fumosoroseus son tolerantes a 
pesticidas (Osborne et al., 1990; Becker et al., 1992), lo cual no es muy común en 
hongos entomopatógenos (Clark et al., 1982), por lo que estos aislados tienen 
excelente potencial para ser incluidos en programas de Manejo Integrado de 
Plagas. 
Proceso de penetración 
La vía más común de penetración de los hongos entomopatógenos es por 
la cutícula del insecto (Ferron. 1978), aunque también lo pueden l levara cabo por 
la boca (Yanagita. 1987; Miranpuri y Khachatourians. 1991; Siebeneicher et al., 
1992), apertura anal y orificios de respiración (Clark et ai., 1968). La adhesión de la 
espora en microplieges de la cutícula se lleva a cabo con la ayuda de una 
mucosidad (polisacárido) secretada, lectinas de la superficie de la pared celular 
(Rath et al., 1995), interacciones hidrofóbicas entre la espora y la epicutícula del 
insecto (Boucias et al., 1988; Jeffs y Khachatourians. 1997) y, adsorción 
electrostática de proteasas sobre la cutícula del insecto (Bidochka y 
Khachatourians. 1994). Posteriormente el tubo germinal rompe físicamente la 
epicutícula y una vez en Ja procutícula se desarrollan hifas o platos penetrantes que 
se extienden lateralmente causando fracturas, al mismo tiempo las hifas secretan 
enzimas extracelulares (Goettel et al., 1989; Zacharuk. 1970), como proteasas, 
quitinasas, lipasas, esterasas y aminopeptidasas (St. Leger et al., 1987), que 
degradadan los componentes de la cutícula, favoreciendo la penetración. Una vez 
que llega a la homocele, el hongo prolifera al liberarse blastosporas de los tubos 
germinales septados (Pekrul y Gruía. 1979). Finalmente, el insecto muere por daño 
mécanico, agotamiento de nutrientes y toxicosis (Hajek y St. Leger. 1994), 
posteriormente el hongo puede emerger y producir conidias aereas (Aregger. 
1992). Aún cuando el insecto sobreviva a la infección, este puede presentar efectos 
secundarios como la reducción de su potencial reproductivo (Feng et al., 1994). 
Mecanismo de defensa del insecto 
La defensa celular y humoral que poseen los insectos contra heridas u 
organismos invasores consiste principalmente en reconocimiento, agregación de 
hemocitos, formación de nodulos, fagocitosis y melanízacíón ó fisís de las células 
invascras (Gupta. 1986; Hung et ai, 1993). 
Los hemocitos, fenoloxidasa, quinonas y opsonínas, participan en el 
reconocimiento de las heridas y defensa contra organismos invasores 
(Gunnarsson. 1988; Pendland et al., 1988; Schmit et al., 1977). Cuando la cutícula 
del insecto sufre daño, los hemocitos comienzan a acumularse y agregarse dentro 
y alrecedor de la herida, penetran la membrana celular cambiando la aparencia de 
las células (Gunnarsson. 1988). La defensa celular del insecto huésped 
deperaerá de la capacidad de los hemocitos para encapsular las esporas del 
hcngc Schmit et al.. 1977- Huxham et al., 1989b). Los granulocitos, la clase más 
abundante de hemocitos, fagocitan al hongo y posteriormente los plasmatocitos 
forman un pseudotejido en capas concéntricas, para originar un granuloma que 
posteriormente es melanizado, y el hongo puede sufrir lisis (Hajek y St. Leger. 
1994). 
Un componente importante de) sistema de defensa interna deí insecto es )a 
fenoioxidasa, que además del reconocimiento, participa en la melanización de 
sitios dañados en la cutícula y de células invasoras (Schmit et el, 1977). Dicha 
enzima esta presente en los hemocitos como profenoloxidasa y en su activación 
en cascada intervienen componentes de la pared celular del hongo como 
peptidoglicano, beta-1,3-glucano, lipopolisacáridos ylaminarinas (Marmaras et al., 
1996; Soderhall y Smith. 1986) ó activadores endógenos como serina-proteasas 
de las células invasoras (Saúl y Sugumaran. 1987). 
Sin embargo, las células micopatógenas pueden superar las defensas del 
insecto mediante estrategias como: tolerancia al sistema de defensa, neutralidad 
a hemocitos o enmascaramiento por proteínas del insecto huésped (Hung y 
Boucias. 1992; Hung et al., 1993), y producción de metabolitos secundarios como 
destruxinas, bauvericinas y enanitinas que suprimen dicho sistema de defensa, 
disminuyendo la formación de agregados hemociticos alrededor de las células del 
hongo (Huxham et al., 1989a). Una vezque la infección progresa, la concentración 
de granulocitos se reduce y el huesped es incapaz de formar granulomas en 
cantidad suficiente, entonces el hongo supera la encapsulación y continúa 
creciendo y proliferando (Hung y Boucias. 1992) 
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Los Deuteromycetes se caracterizan por ser asexuales, por lo que también 
se les conoce como hongos imperfectos. Los Hyfomicetes son la subclase más 
importante ya que incluye a la mayoría de las especies patógenas de insectos, 
estos forman micelio septado con conidióforo simple o agrupado, diferenciando a 
los géneros por la forma en que se originan las conidias en el conidióforo. Los 
miembros de Paecilomyces son homotálicos, multinucleados, con hifas hialinas, 
(Griffin. 1994), forman conidióforos terminales, ramificados y agrupados en 
coremios, aunque no siempre forma verticilos (Hazen et al., 1970). Se encuentran 
en forma natural en el medio ambiente y se han identificado 31 especies, algunas 
de las cuales son entomopatógenicas, como P. fumosoroseus, P. farinosus, P. 
amoeneroseus, P. javanicus, P. ramosus, P. coleopterorum, P. tenuipes, P. cicadae, 
P. lilacinus y P. cinnamomeus (Tañada y Kaya. 1993). 




Se ha reconocido a B. argentifolii como una especie distinta de B. tabaci, en 
base a la ausencia de entrecruzamiento, polimorfismo del DNA (Perring et ai, 
1993), análisis de isoenzimas y diferencias morfológicas (Bellows, et al., 1994), 
mayor tolerancia al frío, ciclo de vida más corto (entre 16 y 23 días), cinco veces 
más prolífica (Gilí. 1992), y tiene un rango más amplio de plantas hospederas. 




Mutagénesis en hongos 
En hongos entomopatógenos se ha utilizado a la mutagénesis como un 
medio para definir los factores que afectan la patogenicidad (Al-Aidroos y Roberts. 
1976; Smith y Gruía. 1983; El-Sayed eí al., 1989). El mutágeno más 
frecuentemente utilizado en hongos es la luz ultravioleta (UV), la cual causa 
mutaciones puntuales, aunque también se han empleado otros agentes como el 
etano-metano-sulfonato {St. Leger et al., 1993). También, la modificación genética 
en hongos puede realizarse mediante el aislamiento, fusión y transformación y 
regeneración de protoplastos (Pendland y Boucias. 1984; Messias eí al., 1986; 
Shimizu y Hayata. 1990; Pfeifer y Khachatourians. 1992). 
Quitina y enzimas quitinolíticas 
La quitina, es el segundo polímero más abundante en la naturaleza, tan sólo 
en el medio acuático se producen anualmente 1011 ton métricas (Tsujibo et al., 
1998), es componente estructural del exosqueieto de artrópodos, crustáceos, y 
pared celular de levaduras y hongos (Flach et al., 1991), se ha encontrado en 
nemátodos, proíozoarios, diatomeas (Trudel y Asselin. 1989), en la cutícula y 
membrana peritrófica del intestino de insectos (Richards y Richards. 1977). Es un 
polímero lineal formado de unidades de A/-acetil-D-glucosamina (NAG) unidos por 
enlaces (3(1,4) y es altamente resistente a solventes orgánicos (Nuero. 1995). 
Las isoenzimas quitinasas, encargadas de degradar la quitina, son 
producidas por una amplia variedad de organismos, incluyendo hongos, virus, 
crustáceos y algas (Morimoto et ai, 1997) y aún en aquellos que no poseen quitina, 
como bacterias, plantas y animales (Shen y Jacobs-Lorena. 1997). Estas enzimas 
cumplen varias funciones, p.e. en hongos, las quitinasas participan en la 
regulación del crecimiento, degradan la quitina de la pared celular durante la 
separación y origen de una célula hija (de Siqueira et al., 1997; Flach et al., 1991; 
Kuranda yRobbins. 1991), y en la obtención de nutrientes a partir de quitina. Las 
bacterias, plantas y animales producen quitinasas como parte de su sistema de 
defensa contra patógenos y plagas, lo cual es un ejemplo que resalta la 
significancia de las quitinasas en interacciones ecológicas entre organismos 
(Jones etal., 1986; Brurberg et a!., 1994; Boller. 1987; Flach et ai., 1991). También 
juegan un importante papel ecológico al reciclar la quitina y liberar carbón y 
nitrógeno (Cohen-Kupiec y Chet. 1998). 
Por otro lado, las enzimas quitinasas son utilizadas artificialmente con 
varios propositos: p.e. en el control biológico de hongos fitopatógenos, 
degradación de desechos de crustáceos, modificación química de quitina y 
quítosan (Young etal., 1985; Tronsno y Harman. 1993), y se han empleado para 
incrementar la toxicidad de Bacillus thuríngiensis (Sampson y Gooday. 1998; 
Kramer y Muthukrishnan. 1997; Rege ef ai, 1996; Wiwat ef al., 1996). 
Hidrólisis de quitina 
El proceso de degradación de la quitina ocurre principalmente en dos 
pasos, primero una endoquitinasa (EC 3.2.1.14: quitinasa ó pol¡-{ 1,4-p-(2-
acetamida-2-desoxi-D-glucosido) glicanohidrolasa) realiza la hidrólisis del 
polímero p-1,4-A/-aceti1-D-glucosamina, liberando oiigómeros de longitud variable, 
posteriormente actúan las exoquitinasas: a), quitobiosidasa que liberan dímeros 
de NAG quitobiosa, y b). quitobiasa (EC 3.2.1.30; EC 3.2.1.52) ó A/-acetil-{3-
glucosaminidasa ó 2-acetamida-2-desoxi-f3-D-glucosido, acetamidodesoxigluco-
hidrolasa, que libera monómeros de NAG, del extremo no reductor de los dímeros 
u oiigómeros. Esas enzimas se expresan casi simuitáneamente bajo patrones 
similares, indicando que están bajo un control regulatorio común y actúan 
sinergísticamente (El-Sayed et al., 1989; St. Leger et al., 1986b). 
Regulación de enzimas quitinolíticas 
La síntesis de enzimas quitinolíticas, y posiblemente de algunas proteasas, 
está regulada a través de un mecanismo inductor-represor (St. Leger et ai, 1993; 
Bidochka y Khachatourians. 1988). Los principales substratos que inducen la 
síntesis de quitinasas son la quitina, quitosan y glicol quitina (de Siqueira et al., 
1997; St. Leger et al., 1986a), pero cuando el medio de cultivo no contiene 
substrato inductor, la síntesis se mantiene en niveles basales. Por otro lado, la 
adición o presencia de carbohidratos, lípidos o proteínas (Bidochka y 
Khachatourians. 1992b; St. Leger et ai., 1986a) y alta concentración de NAG en el 
medio de cultivo, reprimen la producción de quitinasas (Havukkala et al., 1993). 
Enzimas extracelulares y virulencia 
Las proteasas secretadas (más de 100; Cox y Willis. 1987), durante las 
primeras etapas de la penetración (Bidochka y Khachatourians. 1990), son 
consideradas como el factor de virulencia más importante debido a que la proteína 
es el constituyente más abundante de la cutícula (61-70 %) (Hepburn. 1985; 
Bidochka. 1989), además de que se encuentra rodeando las microfibrillas de 
quitina (Blackwell y Weih. 1980). 
Sin embargo, las enzimas quiti noi ¡ticas también son importantes, ya que al 
quedar descubiertas las fibrillas de quitina, se induce la síntesis de quitinasas y 
ocurre degradación de la quitina (St. Leger et ai., 1996a; Bidochka y 
Khachatourians. 1988), facilitando aún más el proceso de infección (Coudron et al., 
1984). Por lo que la actividad quitínolítica si esta correlacionada con la virulencia 
(El-Sayed et al., 1993; Chamley y St. Leger. 1991), tal como se ha demostrado en 
Nomuraea rileyi (El-Sayed et al., 1989), Verticillium lecanü (Jackson et al., 1989) y 
Aspergillus flavus-orizae (Yanagita. 1980). 
MATERIALES Y METODOS 
Cepa y conservación 
En el presente estudio P. fumosoroseus Pfr 612 fungió como cepa paterna, 
la cual fue aislada de la mosquita blanca (B. argentifotii) en Weslaco, Tex., y 
proporcionada por el USDA-ARS Collection of Entomopathogenic Fungi, con sede 
en Peoría, NI. Esta cepa fue cultivada y conservada en medio YPD (extracto de 
levadura 0.3 %; peptona 1.0 %; glucosa 2.0 % y agar-agar 2.0%) y en medio YPD 
con aceite mineral, almacenándose a 4 °C hasta su uso. 
Mutagénesis y detección de mutantes 
Previo a la mutagénesis, se determinó el tiempo de exposición y la distancia 
de una lámpara marca UVP, modelo UVG, longitud de onda de 254 nm. A partir de 
un cultivo de 15 días de edad, se prepararon 10 mi de una suspensión 1 x 107 
esporas/ml, la cual fue expuesta a la luz UV. Posteriormente, las esporas 
irradiadas fueron cultivadas en medio de agar-agar adicionado con quitina coloidal 
(AQ) e incubadas durante siete días a 26 °C. Separando aquellas colonias que 
mostraron un mayor halo de hidrólisis y cultivándolas de forma sucesiva y 
alternada en YPD-AQ. 
La preparación de la quitina coloidal fue de acuerdo a la metodología 
descrita por Vasseur ef al., (1990), que consiste en tratar 30 g de quitina de 
crustáceo en hojuelas con 250 mi de HCI 10 N, durante 4 h a temperatura 
ambiente, seguido de dos enjuagues en 4 I de agua bidestilada y siete 
posteriores enjuagues en 1 I de agua cada uno, para elevar el pH lo más posible y 
posteriormente neutralizar con una solución de NaOH 2 M. La quitina y el agua se 
separaron mediante centrifugación a 9,000 rpm, durante 15 min. La quitina coloidal 
se almacenó a 4 °C y antes de usarla, fue fraccionada a máxima velocidad con 
licuadora durante 15 seg, para tratar de uniformizar el tamaño de las partículas, 
posteriormente se esterilizó, enjuagó y centrifugó de manera independiente antes 
de mezclarla con el medio de cultivo. En todos los medios suplementados con 
quitina coloidal, se agregó al 1 % (p/v). 
Obtención de cultivo monoespora 
La obtención de cultivos monoespora a partir de la cepa paterna y de la cepa 
muíante, se realizó, con algunas modificaciones a la metodología desarrollada por 
Veen (1967), de la siguiente manera: En puntos previamente marcados en el 
exterior de la caja Petri conteniendo agar YPD se depositaron 2 \i\ de una 
suspensión de 1 x 104 esporas/ml. Posteriormente se revisó la cantidad de 
esporas por punto y su germinación a las 12 h, bajo microscopio de contraste de 
fases (10 X), remarcando aquellos puntos con una sóla espora. Las fracciones de 
agar YPD junto con la espora germinada, fueron obtenidas con la ayuda de una 
micropipeta con puntilla (1 mi) recortada y estéril, utilizada a manera de 
"sacabocados", y colocadas en diferentes cajas Petri con ei mismo medio de 
cultivo, para su crecimiento a 26 °C. 
Estabilidad de la cepa mutante 
Para probar la estabilidad de la cepa mutante, esta fue cultivada en forma 
sucesiva y alternada durante diez subcultivos en agar YPD - AQ y en caldo YPD -
AQ. Al final, se verificó el desarrollo de halo en AQ. 
Condiciones de cultivo y caracterización de la cepa mutante 
Para determinar la producción de bíomasa, consumo de glucosa y 
producción de NAG, las cepas paterna y mutante fueron cultivadas en caldo YPD y 
caldo YPD suplementado con quitina coloidal (YPDQ). Cada matraz de 250 mi 
conteniendo 100 mi de medio, fue inoculado con 1 x 107 esporas de cada cepa, e 
incubados en agitación a 150 rpm y 27 °C, hasta la fase logarítmica de crecimiento 
(72 h). A partir de este momento, se tomaron muestras de 5 mi cada 24 h, dando 
por terminado el cultivo a las 168 h. 
Los sobrenadantes y el micelio fueron separados por filtración, con filtro 
Whatman No. 2. La biomasa fue estimada por medio del peso seco del micelio, 
sometiendo la muestra a secado a 80 °C, durante 24 h y pesado de la muestra en 
una balanza analítica. 
La concentración de glucosa se estimó en los sobrenadantes utilizando el 
método del ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) para azúcares reductores (Miller.1959), 
que consiste en: Preparación del reactivo: Solución a). Diluir en 250 mi de agua 
bidestilada, 150 g de tartrato de sodio y potasio, y solución b). Preparar 100 mi de 
una solución 2 N de NaOH, adicionar 5 g de DNS y diluir mediante calor. 
Finalmente se mezclan las soluciones a y b, y aforar a 500 mi. A 1 mi de este 
reactivo la muestra se le agrega 1 mi de la muestra, seguido de un baño maría 
durante 5 min y enfriar en hielo. Adicionar 2 mi de agua bidestilada fría, agitar con 
vortex y leer en espectrofotómetro a 540 nm. Las lecturas de absorbancia se 
transforman mediante una curva estándar. 
Cuando las cepas crecieron en YPDQ, el peso seco no pudo ser 
evaluado debido a la adsorción de la quitina al micelio. En cambio, en los 
sobrenadantes de este medio fue posible evaluar la producción de NAG, por el 
método de Reissing et al. (1955), con los siguientes reactivos: Solución de 
tetraborato de sodio 0.8 M, pH 9.2; disolver 10 g de p-dimetilaminobenzaldeido 
(DMAB) en 100 mi de ácido acético glacial, el cual contiene 12.5 % de HC110 N; y 
/V-acetilglucosamina. El procedimiento es: a 0.5 mi de muestra, adicionar 0.1 mi de 
tetraborato de sodio, calentar en baño maría durante 3 min y enfriar en agua 
corriente; adicionar 3 mi del reactivo DMAB, mezclar e incubar en agua a 37 °C 
durante 20 min y enfriar en agua corriente; tomar lecturas en espectrofotómetro a 
585 nm. Las lecturas de absorbancia se transforman mediante una curva 
estándar. 
Inducción de la actividad quitinolítica 
Para la inducción de la síntesis de las enzimas quitinasas, el cultivo de Ja 
cepa paterna y muíante se inició en caldo YPD durante 72 h, posteriormente el 
micelio se separó por centrifugación a 9000 rpm, durante 20 min y enjuagó dos 
veces con agua esteril bidestilada. Finalmente, el micelio fue transferido a 100 mi 
de medio mínimo de sales suplementado con quitina coloidal (MMQ). El MMQ 
estuvo compuesto de: KH2P04 4 g/l; MgS04 '7H20 0.6 g/l; CaCr2H20 0.8 g/l; 
FeS04 '7H20 0.1 g/l y 20 ml/l de cada solución: CoCl2 '6H20 3.66 g/l; MnS04 1.56 g/l y 
ZnS04 '7H20 1.4 g/l y quitina coloidal, como única fuente de carbono. El pH del 
medio MMQ fue ajustado a 5.6 antes de esterilizarlo. La quitina fue esterilizada, 
enjuagada y centrifugada (9,000 rpm, durante 15 min) antes de mezclarla con el 
MMQ. Las muestras de 5 mi cada una, fueron tomadas cada 24 h, a partir del 
cambio del medio, dando por terminado el cultivo a las 168 h. Estas muestras se 
filtraron a través de filtro Whatman No. 2, fi/tro de nylon de 0.45 y 0.22 ^m. Por 
último, los sobrenadantes se almacenaron a -20 °C, hasta su análisis. 
Bioensayos con ninfas de la mosquita blanca 
La virulencia de las cepas paterna Pfr612 y la mutante M84 fue probada 
contra ninfas de la mosquita blanca (B. tabaci) de tercer estadio, las cuales 
proceden de una cría de laboratorio mantenida en cámara bioclimática entre 25 y 
29 °C, humedad relativa mayor de 65 %, creciendo en el envés de hojas de frijol 
var. peruano. Cada hoja fue asperjada o tratada por inundación, con una 
suspensión de 1 x10 8 esporas/ml. Las esporas se obtuvieron de cultivos de 15 
días de edad, creciendo sobre agar YPD. Las conidias aereas se suspendieron 
en una solución de Tween-20 al 0.5 % (v/v) y se contaron con la ayuda de un 
hemacitómetro. Las plantas con las hojas tratadas se incubaron en una cámara 
bioclimática a 27 °C y 95 % de humedad relativa, durante 24 h, posteriormente las 
hojas se cortaron y colocaron en cajas de Petri con papel filtro húmedo. El conteo 
de las ninfas muertas se realizó siete días después de la aplicación. 
Bioensayos con larvas del falso medidor de la col 
Los bioensayos se realizaron con larvas neonatas de T. ni, criadas bajo 
condiciones de laboratorio y mantenidas en copas individuales con una dieta 
artificial a 28 °C, sobre la cual se aplicaron y extendieron 200 \x\ de la suspensión 
de esporas (1 x 10s esporas/ml). En el grupo control se aplicó agua bidestilada. La 
mortalidad se registró a partir del tercer día y hasta el inicio del estado de pupa. 
Las larvas vivas fueron pesadas al séptimo día. Las larvas muertas se colocaron 
en cajas de Petri con papel filtro húmedo. Cada experimento constó de tres 
repeticiones, con 25 a 30 larvas cada una, y fue realizado por duplicado. 
R E S U L T A D O S 
Aislamiento de la cepa mutante 
Colocando la lámpara a 10 cm de ia suspensión de esporas, el mejor 
tiempo con el cual se obtuvo menos del 3 % de sobrevivencia fue de 6 min. 
Después de la exposición a luz UV, se obtuvieron aproximadamente 6,000 
colonias mutantes, y su crecimiento y desarrollo del halo de hidrólisis de quitina 
fue observado en medio AQ. De estas, se seleccionaron 200 colonias por el 
tamaño del halo formado. Estas colonias o cepas fueron cultivadas por 
separado en AQ, al mismo tiempo que se observó el desarrollo del halo, y 
cinco subcultivos después, fue seleccionada la cepa número 84 por su mayor 
diámetro del halo de hidrólisis, y a la cual denominamos cepa mutante M84. Al 
comparar la formación del halo entre la cepa paterna Pfr612 y la mutante M84, 
se observó que a los 14 días, la cepa mutante M84 desarrolló un halo de 32 vs. 
22 mm de diámetro del halo de la cepa paterna (Fíg. 1). 
Estabilidad de la cepa mutante 
La estabilidad de la cepa mutante fue probada mediante cultivos sucesivos 
en agar YPD - AQ y en caldo YPD - AQ. Al final de diez subcultivos y después de 
14 días de cultivo en AQ, la cepa M84 fue capaz de desarrollar un halo de 
hidrólisis de 32 mm de diámetro, al igual que cuando fue seleccionada. 
Caracterización de la cepa mutante 
En caldo YPD la cepa paterna Pfr612 y la mutante M84, mostraron similar 
crecimiento del micelio, con diferencias no significativas en peso seco, siendo 
estas menores a 25 mg/100 mi (Fig. 2), solo al final del cultivo, en las muestras 
Figura 1. Desarrollo del halo de hidrólisis por Paecilomyces fumosoroseus cepas paterna Pfr 
612 (izquierda) y mutante M84 (derecha), después de 14 dias de crecimiento en medio de 
agar-quitina coloidal. 
correspondientes a 144 y 168 h, la producción de biomasa de la cepa paterna 
fue menor al de la cepa mutante en 137.2 y 96.7 mg/100 mi, respectivamente. 
En ambas cepas el consumo de glucosa en caldo YPD fue muy similar. La 
glucosa del medio fue prácticamente agotada a las 120 h, manteniendo baja su 
concentración (45 mg/100 mi) hasta el final del cultivo. Cuando la glucosa fue 
casi agotada (120 h), la producción de biomasa alcanzó su máximo nivel, 
1210.0 y 1186.7 mg/100 mi en las cepas mutante M84 y paterna Pfr612, 
respectivamente, posteriormente el incremento de la biomasa fue mínimo. 
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En caldo YPDQ, el consumo de glucosa en las cepas paterna Pfr612 y 
mutante M84 fue muy similar (Fig. 3), siguiendo una pendiente parecida a la 
ocurrida en caldo YPD. La concentración de glucosa en el medio llegó a un nivel 
muy bajo a las 120 h para ambas cepas, sin embargo, esta concentración de 
glucosa fue mayor en 85.2 y 43.7 mg/100 mi para las cepas paterna Pfr612 y 
mutante M84, respectivamente, con respecto al observado en caldo YPD. En las 
últimas muestras tomadas (144 y 168 h), la concentración de glucosa de la 
cepa mutante M84 se incrementó debido a la presencia de azúcares reductores 
liberados durante la hidrólisis de quitina. 
Producción de W-acetilglucosamina 
La producción de NAG fue registrada durante el cultivo de las cepas paterna 
Pfr612 y mutante M84, en caldo YPDQ y MMQ. En caldo YPD no fue posible 
detectar NAG debido a la ausencia de quitina coloidal en el medio. En el 
presente estudio, se infiere que la producción de NAG estima la actividad 
quitinolítica de las enzimas quitinasas de cada cepa, sin considerar la NAG 
utilizada en la nutrición del hongo. 
En caldo YPDQ (Fig. 3) y a 72 h de cultivo, cuando la concentración de 
glucosa en el medio aún se mantenía alta, la producción de NAG fue detectada 
en niveles mínimos (62.0 y 63.6 Rimóles para la cepa paterna y mutante, 
respectivamente), y a medida que disminuyeron los niveles de glucosa, la 
liberación de NAG fue en incremento, al final del cultivo se registraron los 
mayores niveles de NAG en el medio para ambas cepas (299.4 y 342.3 Rimóles 
para las cepas paterna y mutante, respectivamente). 
En el medio mínimo de sales basales se utilizó quitina coloidal como 
inductor de la actividad quitinolítica y como única fuente de nutrientes, 
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respuesta de la cepa muíante M84 fue muy notoria y la NAG fue detectada 
fácilmente (Fig. 4). La cepa mutante M84 incrementó rápidamente la 
producción de NAG hasta alcanzar su máximo nivel 48 h después del cambio 
de medio. En este momento (120 h) y bajo las mismas condiciones de cultivo, 
la producción de NAG de la cepa mutante M84 fue tres veces mayor al de la 
cepa paterna Pfr612 (676.1 vs 229.9 emoles, respectivamente). Posteriormente 
y hasta el final del cultivo, el nivel de NAG disminuyó en ambas cepas, a pesar 
de esto, el nivel de NAG de la cepa mutante M84 fue mayor en 350.1 emoles al 
de la cepa paterna Pfr612, la cual ya había llegado a su mínimo nivel a las 144 
h de cultivo. 
Bioensayos contra ninfas de la mosquita blanca y larvas del falso medidor de 
la col 
Los bioensayos realizados a nivel de laboratorio contra ninfas de tercer 
estadio de la mosquita blanca (Cuadro 1) indican que ambas cepas fueron 
capaces de infectar y matar ninfas de la mosquita blanca, sin embargo, la cepa 
mutante M84 fue dos veces más virulenta que la cepa paterna Pfr612 (41.0 vs 
22.3 % de mortalidad, respectivamente). 
Cuando las conidias se aplicaron a larvas del falso medidor de la col (T. ni), 
ambas cepas infectaron las larvas, registrando una mortalidad mayor que la 
causada a ninfas de la mosquita blanca, sin embargo, la cepa mutante M84 
solamente fue 1.2 veces más virulenta que la cepa paterna Pfr612 (60.5 vs 51.2 
% de mortalidad, respectivamente). 
Dentro de los grupos control, murió un pequeño porcentaje de ninfas de la 
mosquita blanca y de larvas del falso medidor de la col (5.6 y 4.2 % de 
mortalidad respectivamente), sin embargo, estas muertes no fueron causadas 
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el caso de las ninfas de mosquita blanca no se observó reemergencia del 
hongo y en el falso medidor de Ja col, las larvas no presentaron la co\orac'tón 
obscura de las larvas tratadas. 
AJ registrar ei peso de Jas larvas, que hasta ei séptimo día habían 
sobrevivido al ataque del hongo, se observa que en promedio, aquellas larvas 
tratadas con conidias de la cepa mutante M84 alcanzaron solamente la mitad 
del peso registrado para las larvas tratadas con la cepa paterna Pfr612, y estas 
a su vez, alcanzaron la mitad del peso de las larvas del grupo control (9,4, 18.1 y 
35.2 mg de peso vivo, respectivamente). 
Sin embargo, considerando los pesos de las larvas tratadas, se puede 
inferir que las conidias e hifas de la cepa mutante M84 posiblemente, tuvieron 
mayor o más rápida infección e invasión de órganos vitales del insecto, de 
manera tal que causaron una mayor respuesta del sistema de defensa del 
insecto (hemocitos, fenoloxidasa, y melanización), es decir, que los efectos 
tóxicos de la cepa mutante M84 causaron rápido cesamiento del consumo de 
alimento provocando mayor mortalidad. Todas las larvas tratadas y posterior a 
su muerte, presentaron el cuerpo de color negro y no presentaron 
reemergencia del hongo. 
Tabla 1. Mortalidad de P. fumosoroseus cepas paterna Pfr612 y muíante M84, 
contra ninfas de mosquita blanca (B. tabaci) y larvas del falso medidor de la col 
(T. ni). 
Larvas del falso medidor 
de la col 
Mortalidad (%) 
Cepa No. Peso (mg) Mosquita blanca Barrenador de la col 
Coníroí 44 35.2 (12.21) 5.64 (3.35) 4.21 (2.94) 
Pfr612 48 18.1 (15.42) 22.28 (15.36) 51.20 (11.44) 
M84 44 9.4 (5.39) 41.00 (11.62) 60.53 (12.79) 
El número en paréntes is corresponde a la desviación estandar. 
DISCUSION 
En el presente trabajo de investigación se expuso al hongo entomopatógeno 
P. fumosoroseus cepa Pfr612, a !a luz UV obteniendo colonias mutantes, de las 
cuales se seleccionó una cepa muíante con mayor actividad quitinoiitica respecto a 
la cepa paterna. Para su caracterización y estudio del sistema de regulación de la 
actividad quitinoiitica, la cepa mutante M84 se cultivó en distintos medios, bajo 
condiciones de inducción y represión. Finalmente, se probó la virulencia de la 
cepas paterna Pfr612 y mutante M84 contra ninfas de la mosquita blanca y larvas 
del falso medidor de la col. 
Con 6 min de exposición a la luz UV fue tiempo suficiente para obtener 
menos del 3 % de sobrevivencia, es decir, causar mutaciones sin eliminar el total 
de esporas expuestas y seleccionar la cepa mutante M84. A pesar de que la 
mutagénesis es un evento aleatorio, la técnica empleada en la presente 
investigación fue más eficiente a la utilizada por Vasseur et al. (1990) de acuerdo a 
la cantidad de colonias mutantes observadas (6,0000 vs 10,000 colonias, 
respectivamente) para seleccionar una cepa con elevada actividad quitinoiitica. 
Las técnicas empleadas para la mutagénesis y detección de las cepas 
mutantes sobreproductoras de quitinasas y el procedimiento, relativamente 
sencillo para obtener cultivos monoespora en P. fumosoroseus, es factible de 
aplicarlas con propósitos similares, a otros hongos entomopatógenos. 
Al comparar el aspecto morfológico y crecimiento sobre agar y caldo YPD de 
las cepas paterna Pfr612 y mutante M84, se observó que: a). La producción de 
conidias y el desarrollo aéreo del micelio en agar YPD fue cualitativamente igual 
para ambas cepas; b). La germinación de las conidias aéreas fue igual en ambas 
cepas (90 % de germinación, a 17 h de cultivo en caldo YPD); c). La producción de 
biomasa en caldo YPD y el consumo de glucosa en caldo YPD y YPDQ, resultó 
casi igual en las cepas paterna y mutante; y d). En los medios YPDQ y MMQ ambas 
cepas tuvieron el mismo crecimiento aparentemente, sin embargo, no fue posible 
estimar con precisión el peso seco, debido a la fuerte adsorción del micelio a Ja 
quitina coloidal (Vasseur et al., 1990). 
La actividad quitinoiítica de cada cepa fue inferida mediante ia estimación de 
la producción de NAG en medio MMQ, utilizando únicamente a la quitina coloidal 
como fuente de carbono. La concentración de NAG en el medio fue rápidamente 
incrementada en la cepa mutante M84, de tal forma que a las 120 h de cultivo, la 
cepa mutante resultó con una producción tres veces mayor que la cepa paterna 
Pfr612. Es decir, que la respuesta a la inducción de la actividad quitinoiítica es 
mucho mayor y más rápida en la cepa mutante que en la cepa paterna. Por otro 
lado, en caldo YPD al no contener quitina, no se registró producción de NAG, sin 
embargo, cuando a ese mismo medio se le adicionó el substrato (medio YPDQ), la 
producción de NAG sólo fue detectada después del agotamiento de la glucosa del 
medio. Se observa que ambos medios contienen glucosa y que aún cuando hay 
quitina en uno de ellos, no se registró producción de NAG. Esto indica que cuando 
la glucosa se encuentra presente en el medio, las células evitan gastar energía y 
recursos en sintetizar enzimas innecesariamente, ya que la glucosa es una fuente 
de carbono que es fácil y rápidamente asimilable (Vasseur ef al., 1990). En otras 
palabras, cuando existe glucosa en el medio la actividad quitinoiítica se mantiene 
reprimida, pero cuando la glucosa se agota, entonces el hongo comienza a 
sintetizar enzimas quitinoliticas para degradar la quitina y obtener nutrientes para 
su desarrollo, es decir, que se induce la actividad quitinoiítica. Este mismo sistema 
de inducción y represión de la actividad quitinoiítica ha sido reportado en otros 
hongos entomopatógenos como B. bassJana, M. anisopliae, Trichoderma 
harzianum y Aphanocladium álbum. (Bidochka and Khachatourians, 1992b; Smith 
and Gruía, 1983; Kang ef a/., 1999; St. Leger et al., 1986a; Ulhoa and Peberdy, 
1991; Vasseur et al., 1990). 
El presente estudio es el primero en relacionar la virulencia y actividad 
quitinolítica de cepas paterna y mutante del hongo entomopatógeno P. 
fumosoroseus. Esta relación sólo se ha reportado en N. rileyi (El-Sayed ef al., 
1989); Vasseur ef ai, (1990) obtuvo una cepa mutante sobreproductora de 
quitinasas de A. álbum, ia cual solamente caracterizó, sin realizar bioensayos de 
virulencia. 
Los bioensayos de virulencia fueron realizados con la finalidad de encontrar 
diferencias entre las cepas mutante M84 y paterna Pfr 612 hacia un mismo insecto 
blanco (Lacey etai, 1993), llevándolos a cabo contra ninfas de la mosquita blanca 
(B. tabaci; Homóptera: Aleyrodidae), ya que P. fumosoroseus es un patógeno 
natural. Los resultados muestran que la cepa mutante M84 fue mas virulenta que 
la cepa paterna Pfr6l2. 
Dada la posibilidad de que las cepas mostraran diferencias de 
patogenicidad hacia otros insectos blanco (Huxham etai, 1989b) y debido a que 
existen diferencias en la composición de la cutícula entre las distintas especies de 
insectos (Hackman. 1994) y que la regulación de las enzimas extracelulares 
pudieran tener una diferente respuesta a esos cambios (Gupta et ai, 1992), 
entonces se realizaron bioensayos de virulencia contra larvas del falso medidor de 
la col (7. ni; Lepidóptera: Noctuidae). Al igual que con ninfas de la mosquita blanca, 
la cepa mutante M84 causó mayor mortalidad que la cepa paterna Pfr612. (60.5 vs. 
51.2 %, respectivamente). 
La mortalidad del falso medidior de la col, causada por las cepas Pfr612 y 
mutante M84, contrasta con la obtenida por Ignoffo etai, (1982) y El-Sayed et ai, 
(1989), al aplicar B. bassiana y N. rileyi contra el mismo insecto (97.3 y 100 % de 
mortalidad, respectivamente). 
La muerte de las larvas del falso medidor de la col, pudo deberse a: a). Al 
agotamiento de nutrientes del insecto debido al consumo de estos por las hifas 
del hongo en crecimiento, debilitando al mismo tiempo el mecanismo de defensa, 
lo cual provoca que dicho sistema sea más fácil y rápidamente superado (Hung et 
al., 1993); b). Los efectos tóxicos de los metabolitos secundarios secretados por el 
hongo, existiendo la posibilidad de que esta sea la principal causa de muerte (St. 
Leger et ai, 1996b); y, c). La degradación parcial de las proteínas de la hemolinfa 
(St. Leger et al., 1996b) ó la fuerte melanización de las células (Huxham et al., 
1989a). 
La melanización celular causó que las larvas adquirieran un color obscuro. 
Estas larvas no mostraron reemergencia de micelio para ninguna de las cepas, 
paterna Pfr612 o muíante M84, lo cual indica que estas larvas son un substraío 
muy pobre en nuírimeníos para el crecimienlo y reproducción del hongo (St. Leger 
etal., 1996b). Afectando así, la permanencia del hongo, dispersión de las esporas 
y la posibilidad de provocar epizootias en aplicaciones a nivel de campo. 
Aunque las proíeínas son el componente esírucíural predominante de la 
cutícula del insecto y que las proteasas son producidas y liberadas duraníe los 
primeros pasos de la penetración de la cutícula (St. Leger et al., 1988), la mayor 
mortalidad causada por la cepa muíaníe M84, de mayor actividad quiíinolítica, 
sugiere que ocurrió una mayor hidrólisis de la quitina cuticular, lo cual facilitó e 
incrementó el proceso de penetración. Por los presentes resultados, las 
quiíinasas, además de las proteasas, son consideradas críticas durante el 
proceso de infección de insectos (St. Leger etal., 1996a), y que las quiíinasas 
pueden afecíar la patogenicidad de una cepa de hongo entomopatógeno. 
CONCLUSIONES 
En base a ios resultados obtenidos durante ía presente investigación y bajo las 
condiciones en que se realizó, se concluye lo siguiente: 
Se logró establecer un sistema de mutagénesis y detección de mutantes con 
mayor actividad quitinolítica, en P. fumosoroseus, mismo que se podría 
aplicar a otros hongos entomopatógenos. 
Se aisló y caracterizó una cepa muíante (M-84), la cual resultó estable y con tres 
veces mas actividad quitinolítica que la cepa paterna (Pfr 612). 
El mecanismo de síntesis de enzimas quitinasas es inducido por la quitina 
coloidal y es reprimido por la glucosa. 
La cepa mutante M84 resultó más virulenta que la cepa paterna Pfr 612, al 
evaluarse contra ninfas de la mosquita blanca (B. tabaci) y larvas del falso 
medidor de la col (T. ni). 
La mayor actividad quitinolítica de la cepa mutante M84 resultó ser un importaníe 
facíor de virulencia coníra ninfas de la mosquita blanca (8. tabaci) y larvas 
del falso medidor de la col ( I ni). 
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